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Incidence d 'une activite glucanasique exogene sur le devenir des 
macromolecules levuriennes du vin 
par 
M. GUILLOUX-BENATIER, B. PuECH et M. FEUILLAT 
Institut Universitaire de Ia Vigne et du Vin •:Jules Guyot", Universite de Bourgogne, Dijon, France 
Res um e : L'addition d'une preparation enzymatique contenant des activites pectinasiques et ß (1-+ 3) glucanasiques sur les lies 
levuriennes est testee en rnilieu vin et en milieu synthetique. Son interet est double: hydrolysedes macromolecules presentes initialement 
dans Je milieu et acceleration de Ia desorganisation du reseau glucanes de Ia paroi levurienne. Ceci se traduit par une augrnentation de Ia 
Iiberation de mannoproteines d'environ 50 kDa. 
lnßuence of exogenous glucanase activity on the yeast macromolecules in wine 
S u m m a r y : The addition of an enzymatic preparation containing pectinase and ß ( l -+ 3 )glucanase activities on yeast Iees was 
tested in wine and a synthetic medium. We observed the hydro Iysis ofthe macrornolecules which were present initially in the medium and 
an acceleration ofhydrolysis of cell wall glucans. The Iiberation ofrnannoproteins about SO kDa was increased. 
K e y w o r d s : ß-( 1-+ 3 )-glucanase, glucans, mannoproteins, yeast Iees. 
Introduction 
Dans Je moilt en fermentation, Ja Iiberation des macro-
molecules glucidiques d'origine Jevurienne est Je fait de cel-
lules vivantes et depend grandement de Ia composition ini-
tiale du milieu ( ÜUJLLOUX-BENATIER et al. 1995, 1998). Ceci est 
lie notamment ä une modification de Ia porosite parietale 
(BorviN etal. 1998). Au cours de l'autolyse des levures apres 
Ia fermentation alcoolique, on observe un relargage impor-
tant de polysaccharidessolubles par degradation enzymati-
que des constituants de Ia paroi (CHARPENTJER et a/. 1986; 
FEUILLAT et a/. 1989). Cette demiere est constituee en ma-
jeure partie de polysaccharides et de glycoproteines (80-90 % 
de son poids sec): glucanes (30-60 %), mannoproteines 
(40 %) et chitine (1-2 %). Les glucaneslies en majeure partie 
en ß (1-.3) occupent Ia partie interne de Ia paroi et sont 
ainsi responsables de sa rigidite et de son integrite structu-
rale. Les mannoproteines forment une couche ä Ia periphe-
rie de Ia paroi (ScHREUDER et al. 1996). Au cours de l'auto-
lyse, on observe une hydrolyse precoce du glucane par !es 
enzymes levuriennes ( exo et endo ß (1 -. 3) glucanases) ce 
qui permet alors Ia Iiberation des mannoproteines dans Je 
milieu exterieur (FREYSSINET 1988). 
Or, ces macromolecules glucidiques jouent un röle im-
portant au cours de J'elaboration du vin: interactions avec 
!es composes d 'aröme (LUBBERS et al. 1994 ), participation ä 
la notion de gras et de charnu des vins (FERRARI et FEUILLAT 
1988), röle de protection vis ä vis des precipitations tartri-
ques (LuBBERS et al. 1993; MoiNE-Lmoux et al. 1997) et vis 
ä vis de 1a casse proteique (W ATERS et al. 1993) notamment 
par les mannoproteines. Compte tenu du röle important de 
ces macromolecules d ' origine parietale en oenologie, il peut 
s'averer interessant d'augmenter leur concentration par in-
tensification des phenomenes d'autolyse gräce ä des 
glucanases exogenes. Nous avons ainsi teste l'addition 
d'une preparation commerciale, utilisee pour ameliorer Ia cla-
rification gräce ä son action pectinasique et glucanasique, 
dansdes vins rouges ou blancs au cours d'un eievage sur 
lies et dans un milieu synthetique enrichi ou non en lies 
levuriennes. Ceci nous permettra de mieux defmir l'influence 
de cette preparation enzymatique sur le devenir des macro-
molecules glucidiques et glycoproteines (teneur et compo-
sition). 
Materie! et Methodes 
P r e p a r a t i o n e n z y m a t i q u e : La preparation 
utilisee est Vinoflow G® fournie par Ia Societe Novo Nordisk 
(Dittingen, Switzerland). Cette preparation possede une forte 
activite ß ( }-. 3) glucanasique dont le pH optimum et Ia tem-
perature optimale, determines au laboratoire, sont respecti-
vement de 5 et 50 °C. Differentes activites enzymatiques 
presentes dans cette preparation ont ete recherchees en se 
pla~ant dans des conditions renologiques: moilt de raisin 
ou tampon hydroalcoolique pH 3, ethanollO% (v/v), 20 °C 
(Tab. 1 ). Les activites detectees montrent que Vinoflow est 
capable d'hydrolyser les pectines et les glucanes presents 
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Tableau I 
Activites enzymatiques de Vinoflow mesurees en conditions renologiques 
Enzymatic activities ofVinoflow under enological conditions 
Activite recherchee Substrat utilise 
ß (1-3) glucanasique Laminarine (Sigma) 
ma~nanasique Mannane (Sigma) 
proteolytique Hemoglobine denaturee (Merck) 
pectinasique - Mout de raisin Chardonnay 
- Colloi"des de raisin Chardonnay 
dans le milieu. Par contre, dans les conditions testees, eile 
ne presente aucune activite mannanasique ou proteolyti-
que. 
Pro t o c o 1 es des es s a i s : L'essai n!alise dans 
!es conditions de Ia pratique porte sur un vin rouge de Pinot 
noir (Hautes-Cötes-de-Nuits, 1997). En finde fermentation 
alcoolique, apres decantation d'une semaine, quatre lots ont 
ete constitues: - un Iot L conserve sur lies fines sans 
bätonnage, - un Iot LB conserve sur lies fines avec 
bätonnage, - un Iot LE identique au Iot L mais additionne de 
Ia preparation enzymatique (5 g·hl-1),- un Iot LBE identique 
au Iot LB mais additionne de la preparation enzymatique 
(5 g·ht·1 ). Chaque Iot correspond a trois ruts de ebene (228 1). 
Le bätennage est hebdomadaire; 1 'experimentation dure 
14 semaines (Essai I). 
Pour les essais realises au laboratoire, nous avons uti-
lise un vin blanc de Chardonnay provenant du Centre Expe-
rimental de Viticulture etd'CEnologie de l'Universite de Bour-
gogne. Ce vin (pH 3) en finde fermentation alcoolique a ete 
centrifuge ( 4000 g, 4 °C, 20 min). Les lies ont ete lavees trois 
fois avec NaCI 155 mM. Pour l'essai en milieu vin, nous 
avons constitue les quatre lots suivants (bouteilles de 0,75 I): 
- Vin temoin,- Vin + preparation enzymatique (40 mg·I-1), 
- Vin +lies ( 16 g·I-1),- Vin +lies ( 16 g·J-1) + preparation 
enzymatique (40 mg·I-1). L'experimentation dure 8 semaines 
a 15 oc (Essai 2). Pour l'essai en milieu synthetique(ethanol: 
10% (v/v), acidetartrique: 4 g·I·1, acidemalique: 3 g·l·1 , acide 
acetique: 0,1 g·I·1,~S04: 0,1 g·l·1, MgS04·7Hz0: 25mg·t·I, 
pH ajuste a 3 avec KOH 5 M), deux lots (bouteilles de 0,751) 
ont ete constitues de Ia maniere suivante: -Milieu syntheti-
que +lies (16 g·t-1),- Milieu synthetique + lies (16 g·l-1) + 
preparation enzymatique ( 40 mg·I·1 ). L' experimentation dure 
8 semaines a 15 oc (Essai 3). 
0 b t e n t i o n e t t e n e u r e n m a c r o m o 1 e c u-
1 e s : Apres centrifugation du milieu ( 15 min, 7000 g), Ia 
concentration en macromolecules du surnageant est obte-
nue soit par microprecipitation a 1' ethanol et dosage du glu-
cose au phenol sulfurique (Dusms et al. 1956) pour les es-
sais 1 et 3, soit par macroprecipitation (UssEGLio-ToMASSET 
1976) et pesee apres sechage a l'ether pourl 'essai 2. 
Analyse des macromolecules:La 
determination de Ia composition des macromolecules, iso-
Dosage realise Activite mesuree 
Glucose (Glu) 114 ng Glu·h·1·g·1 proteine 
( enzymologie) 
Sucres reducteurs 0 
( colorimetrie) 
Fonctions NH2 0 
(colorimetrie) 
Ac. galacturonique (Gal) 124 mg Gal·h·1·g·1 proteine 
( colorimetrie) 79 mg Gal·h·1·g·1 proteine 
Iees par macroprecipitation a l'ethanol, est realisee par hy-
drolyse acide. Les oses constitutifs des polysaccharides 
liberes quantitativement sont rendus volatils par derivation 
en acetate d'alditol selon Je protocole de BLAKENEY et al. 
(1983). Les hydrolysats repris dans I ml de NHpH IM con-
tenant 1 mg·ml·1 d'etalon interne (myo-inositol) et I ml de 
NaBH4 a 2 % proviennent de I 0 mg de macromolecules. 
Apres peracetylation par 2 ml d'anhydride acetique en pre-
sence de 200 ~I de I-methyl imidazole, les acetates d'aiditol 
sont extraits par I ml de chloroforme. Ils sont separes par 
Chromatographie en phase gazeuse sur une colonne capil-
laire (RTX 2330, 30m de longueur et 0,32 mm d.i.) sous un 
courant gazeux de N2 (5 ml·min·1), H2 (30 ml·min-1), 
air (300 ml·min·1 ). La temperature de Ia colonne est program-
mee de 165 oc a 265 oc a 5 °Ümin·1. Le chromatographe en 
phase gazeuse ( Chrompack modele CP 900 I) est equipe d 'un 
injecteur solide maintenu a 265 °C, d 'un detecteur a ionisa-
tionde flamme (280 °C)etd'un inregrateur(ShimadzuC-R3A). 
La calibration a ete realisee prealablement avec des Stan-
dards (Sigma). 
Le fractionnement des macromolecules glucidiques 
( 4 mg·mt·1) est reaiise par Chromatographie d' exclusion-dif-
fusion basse pression sur une colonne de Sephacryl S 300. 
Le domaine de fractionnement de ce gel se situe entre 
2xl03 Da et4xl05 Da. Le dispositifutilise presente les carac-
teristiques suivantes: longueur de coionne de 72,5 cm 
(V T = 356 ml, V 0 = I43 ml)- elution descendante par NaCl 
0,1 M sous un debit de 40 ml·h·1 - volume injecte de 3 ml 
d'une solution de macromolecules a 4 mg·mt·1 - detection en 
sortie de colonne des sucres par refractometrie (Spectra 
physics modele SP 8430). L'etalonnage de Ia colonne est 
realisee a l'aide de dextrans Standards (Bleu dextran, Tl 50, 
T70, T40, T9,3 et T5). 
Dosage du glucose libere dans le milieu 
e X t e r i e u r : par methode enzymatique (Kit Boehringer 
Mannheim, Allemagne). 
Resultats et Discussion 
In f I u e n c e d' u n e a d d i t i o n d e g 1 u c an-
ase sur Ia teneur en polysaccharides 
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neu t r es d ' u n v in r o u g e a u c o ur s d e so n 
e I e v a g e s u r I i e s f i n e s (Essai I) : Au cours de 
l'elevage, les vins conserves sur lies fines (L) s'enrichis-
sent regulierement en polysaccharides neutres gräce a I' auto-
lyse des levures, avec une amplification du phenomene par 
Ia remise reguliere en Suspension des lies ou bätonnage 
(LB) (Fig. 1 ). Pour I es lots additionnes de Ia preparation en-
zymatique, il est observe une tres forte baisse de Ja teneur 
en macromolecules des vins rouges que les lots soient bä-
tonnes (LBE) ou non bätonnes (LE). Ceci indique que cette 
preparation enzymatique a une reelle efficacite dans Je vin 
(pH 3,2, 13% d'ethanol et 15 oc de conservation). Elle est 
capable d 'hydrolyser )es macromolecules osidiques du mi-
lieu puisque Ia concentration en polysaccharides neutres 
diminue tres significativement trois semaines apres son ad-
dition. Le reenrichissement observe apres 14 semaines cor-
respond vraisemblablement a une Iiberation de mannopro-
teines dans Je vin. 
Influence d'une addition de glucan-
ase sur Ia teneur en macromolecules 
d' u n v i n b I an c e n r i c h i o u non e n I i es 
I e v u r i e n n e s (Essai 2) : Cet essai est realise pour voir 
si Ia preparation enzymatique est capable de degrader Ie 
reseau de glucanes de Ia paroi des levures et permettre ainsi 
une Iiberation accrue de mannoproteines dans le vin. Apres 
8 semaines a 15 °C, Ia concentration en macromolecules pre-
sentes dans ·Je vin et Ia composition en glucose et mannose 
de celles-ci ont ete determinees dans les 4 lots (Tab. 2). 
Dans Je vin sans lies, une addition de Vinoflow a un 
effet tres important sur Ia teneur en macromolecules. Ceci se 
traduit par une diminution d'environ 54% de Ia concentra-
tion en macromolecules du vin (142 mg·J·1 pour 309 mg·J-1) 
du fait de son action pectinasique et glucanasique. En pre-
sence de Ia preparation enzymatique Je rapport man/glu aug-
mente de 1,9 a 2,9. Cette augmentation est due essentielle-
ment a une diminution importante de la fraction glucose des 
macromolecules suite a l'hydrolyse des glucanes d'origine 
levurienne du vin. 
Dans Je vin additionne de lies, Ia presence de Ia prepara-
tion enzymatique se traduit egalement par une baisse de Ia 
teneur en macromolecules d'environ 8,5% (268 mg·J·1 pour 
293 mg·J-1). Cette diminution est beaucoupplus faible dans 
ce cas car les lies, du fait de Ja presence de glucanases 
levuriennes, sont elles-memes capables de relarguer des 
macromolecules parietales. Mais on retrouve aussi unenette 
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Fig. I :Variation au cours de I' eievage de la teneur en polysaccha-
rides neutres (%) d'un vin rouge conserve sur lies (L) avec ou sans 
batannage (8) et additionne ou non de Vinoflow (E) {Essai l ). 
Changes of the neutral polysaccharide content (%) of red wine 
during ageing, kept on the lees (L) with or without stirring ofthe 
Iees (8) and with or without addition ofVinoflow (E) ( experiment I). 
augmentation du rapport man/glu de 1,9 a 2,6 due ici aussi 
principalement a une diminution de Ia fraction glucose des 
macromolecules. 
Afin de mieux comprendre comment agit cette prepara-
tion commerciale sur les macromolecules, nous avons rea-
lise un fractionnement de celles-ci sur Sephacryl. Dans 1e 
cadre de l'essai milieu vin +lies (Fig. 2 b), en presence de 
Vinoflow nous constatons une hydrolyse plus ou moins 
complete de deux fractions de haut poids moleculaires 
(>400 kDa et 270 kDa) et en parallele une augmentation d 'une 
fraction de plus faible poids moleculaire ( 46 kDa). Le meme 
resultat est observe dans Je milieu vin en l'absence de lies 
(Fig. 2 a), mais Ies fractions concemees par l'hydrolyse ne 
sont pas les memes. Nous observons une disparition pres-
que complete de Ia fraction exclue (> 400 kDa), une dispari-
tion importante de Ia fraction 100 kDa et une augmentation 
en composes de plus faible masse moleculaire: 46 kDa et 
12 kDa. Afin de verifier si l' hydrolyse des glucanes levuriens 
peut etre complete, Je dosage du glucose libere eventuelle-
rneut dans Je vin SOUS J' action de Jaß (1~3) glucanase a ete 
realise dans les quatre lots apres 8 semaines de contact. Le 
vin temoin en contient 77±3 mg·J·1, Je vin-additionne de 
Vinoflow4l0±12 mg·J·1, le vin enrichi en lies 310±9 mg·J·1 et 
le vin enrichi en lies et aoditionne de Vinoflow 540 ±L 6 mg·l-1• 
L'augmentation en glucose dans les trois lots par rapport au 
vin temoin sans lies est nette. Pour le vin eleve sur lies, cette 
Iiberation de glucose dans le milieu est Je fait des glucanases 
levuriennes. Mais que ce soit pour le vin temoin sans lies ou 
Tableau 2 
Macromolecules: concentration et composition en monosaccharides 
Macromolecule concentration and monosaccharide composition 
Milieu vin blanc Concentration Glucose Mannose Rapport 
(mg·I·1) (mg·IOmg·1 macromolecules) (Mannose/Glucose) 
-lies 309±9 2,40 4,52 J,9 
-lies + Vinoflow 142±4 1,76 5,16 2,9 
+lies 293±9 2,88 5,44 1,9 
+lies+ Vinoflow 268±8 1,84 4,80 2,6 
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Fig. 2 : Chromatogrammes sur Sephacryl S 300 des macromolecu-
les liben!es dans levin blanc conserve sans lies (a) ou avec lies (b), 
avec (---) et sans (-) addition de Ia preparation enzymatique 
(masses moleculaires exprimees en kDa) (Essai 2). 
Chromatograms of macromolecules liberated in white wine in the 
absence ( a) or presence (b) of yeast Iees, with ( ---) or without (-) 
enzymatic preparation (molecular weight in kDa) (experi-
ment 2). 
pour Je vin eleve sur lies, l'addition de Ia preparation enzy-
matique augmente fortement le taux de Iiberation de glucose 
(410pour77 mg·l·1 et540pour310mg·J-1). 
Cette preparation serait donc capable d'hydrolyser les 
glucanes presents dans le vin en fractions de masse mole-
culaire plus faibles. Elle semble meme susceptible, en condi-
tions cenologiques, d'hydrolyser les glucanes en monome-
res puisque nous observons une Iiberation de molecules de 
glucose dans le vin apres 8 semaines d'experimentation. 
Action de Ia glucanase sur les parois 
d e 1 e v ur es (Essai 3) : Afin de pouvoir confirmer les 
resultats precedents, les memes essais ont ete conduits cette 
fois ci en milieu totalement synthetique pour ne s' interesser 
qu' a I 'action de Ia preparation enzymatique sur I es lies. Apres 
8 semaines d'experimentation a 15 °C, les lots sont centrifu-
ges et les macromolecules sont separees du milieu et analy-
sees (Tab. 3). Les resultats obtenus confirment que Ia prepa-
ration enzymatique est susceptible d' agir sur I es constituants 
parietaux des levures a 15 °C. En effet, nous avons mesure 
une augmentation tres significative de Ia teneur en polysac-
charides neutres liberes dans Je milieu exterieur sous l' ac-
tion de Ia glucanase (+ 177 %). En milieu synthetique, nous 
constatons egalement une augmentation du rapport man/ 
glu dans Je milieu additionne de Vinoflow de I ,3 a 3, I. Ceci 
est du a Ia fois a Ia diminution de Ia fraction glucose et a 
l'augmentation de Ia fraction mannose. La proportionplus 
elevee de mannose dans les macromolecules liberees a par-
tir de lies par Ia preparation enzymatique indique clairement 
qu'il s'agit de mannoproteines d'origine parietale. Cette 
glucanase permettrait donc I 'hydrolyse du reseau de 
glucanes de Ia paroi levurienne, ce qui se traduit alors par 
une Iiberation de mannoproteines dans le milieu exterieur. 
Sous l'action de Ia preparation enzymatique, Ia fraction 
50 kDa augmente en effet de fa~on tres importante (Fig. 3). 
De plus , Ia possibilite d'hydrolyser en oses simples les 
glucanes de levures existe bien puisque Ia concentration en 
glucose augmente tres nettement dans le milieu hydroal-
coolique apres les 8 semaines d'experimentation en presence 
de Ia glucanase. En effet en l'absence de glucanase, !es lies 
liberent seulement 16 ±I mg·J·1 de glucose dans le milieu 
alors que sous 1' action de cette preparation enzymatique, 
on en obtient 191 ± 6 mg·J-1. 
Conclusion 
L'influence d'une addition de Vinoflow sur !es macro-
molecules d'un vin a ete deterrninee en conditions ceno-
logiques. Sans addition de lies au milieu vin, Ia preparation 
enzymatique testee hydrolyse !es macromolecules initiale-
ment presentes (pectines et glucanes de levures liberes pen-
dant Ia fermentation alcoolique) en composes de plus faible 
masse moleculaire. Ceci se traduit a Ia fois par Ia diminution 
de Ia teneur en macromolecules du vin et par un enrichisse-
ment en monomeres de glucose liberes dans Je vin. En pre-
Tableau 3 
Milieu synthetique 
+lies 
+lies+ Vmoflow 
Macromoh!cules: concentration et composition en monnosaccharides 
Macromolecule concentration and monosaccharide composition 
Polysaccharides 
neutres 
(mg Glucose·I·1) 
88± 8 
244±23 
Glucose Mannose 
-(mg·l0mg·1 macromolecules) 
4,08 
2,20 
5,47 
6,77 
Rapport 
(Mannose/Glucose) 
1,3 
3,1 
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Fig. 3 : Chromatogrammes sur Sephacryl S 300 des macromolecu-
les liberees dans le milieu synthetique a partir de lies avec ( ---) et 
sans (-) addition de Ia preparation enzymatique (masses mole-
culaires exprimees en kDa) (Essai 3). 
Chromatograms (Sephacryl S 300) of macromolecules liberated in 
a synthetic medium from yeast Iees with (---) or without (-) 
enzymatic preparation (molecular weight in kDa) (experiment 3). 
sence de lies, cette preparation permet I 'hydrolyse de deux 
fractions de haut poids moleculaire (>400 kDa et 270 kDa) et 
I' augmentation de macromolecules d' environ 46 kDa. 
L' essai realise en milieu totalement synthetique permet 
de mieux detinir l'action de cette glucanase sur !es consti-
tuants parietaux de Ia levure. Sans glucanase exogene, on 
observe surtout une Iiberation dans Je milieu, a partir des 
lies, de macromolecules de haut poids moleculaire (>400 kDa 
et 185 kDa). L'addition de la preparation enzymatique au 
milieu semble accelerer Je phenomene. Une augmentation 
tres significative de Ia teneur en glycoproteines Iiocres dans 
Je milieu synthetique est observee. II s'agit vraisemblable-
ment de mannoproteines ( augmentation du rapport mannose/ 
glucose) d'environ 50 kDa. De plus, cette preparation sem-
ble capable d'hydrolyser !es glucanes en monomeres. 
L'addition d'enzymes exogenes a forte activite ß (1---+3) 
glucanasique dans Je vin lors de ]' eievage sur lies presente 
donc un interet certain. En accelerant Ia desorganisation du 
reseau parietal, on pennet ainsi une Iiberation plus rapide de 
mannoproteines dans le vin, constituants interessants en 
renologie vis a vis des stabilites tartrique et proteique. 
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